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(57) Abstract 

The invention relates to a method for cultivating cancer 
cells for scientific serial assays, wherein a tissue sample which 
is heterogeneous with respect to contaminants, normal cells and 
tumor cells is locally separated in a sequential-parallel splitting 
method. The locally separated sample segments are further split, 
wherein the tissue fragments and liquids of the tissue segments are 
separately placed in a given cell culture medium and grown under 
predetermined culture conditions. The invention also relates to a 
cell culture medium and a device for splitting the tissue samples into 
disc segments. The inventive method combined with the splitting 
device and the culture medium enables fast cultivation of cancer 
cells obtained from human tissue with a multiplication rate of 100 
% in all types of tumors. 

(57) Zusammenfassung 

Bei einem Verfahren zur Kultivierung von Krebszellen fur 
naturwissenschaftliche Reihenuntersuchungen wird eine in bezug 
auf Kontaminanten, Normalzellen und Turmorzellen heterogene 
Gewebeprobe in einem sequentiell-parallelen Schneidvorgang 
ortlich aufgelost. Die ortsaufgelosten Probensegmente werden 
weiter geteilt, wobei die Gewebefragmente und -fliissigkeiten 

der Gewebesegmente separat in einem bestimmten Zellkulturmedium unter vorgegebenen Kulturbedingungen zum Wachstum gebracht 
werden. Es werden ein Zellkulturmedium sowie eine Vorrichtung zum Teilen der Gewebeprobe in Scheibensegmente angegeben. Mit dem 
Verfahren wird in Verbindung mit der Schneidvorrichtung und dem Kulturmedium bei alien Tumorarten eine schnelle Kultivierung von 
aus Humangewebe gewonnenen Krebszellen mit einer Angehrate von 100 % erreicht. 
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Beschreibung 

Verfahren zur Kultivierung von Krebszellen aus flumangewe- 
5 be und Vorrichtung zur Aufbereitung von Gewebeproben 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Kultivierung von 
Krebszellen aus Humangewebe fur naturwis'senschaf tliche, 
10 vorzugsweise molekularbiologische und zellbiologische 
Reihenuntersuchungen sowie ein Zellkulturmedium zur 
Durchfuhrung des Verfahrens und eine Vorrichtung zur Auf- 
arbeitung der Gewebeproben. 

15 

Fur molekularbiologische Untersuchungen, vor allem mit 
pradiktiver Intention, ist die Kultur von primaren, aus 
Feinnadel- und Stanzbiopsien gewonnenem Zellmaterial von 
zentraler Bedeutung. Bei den bekannten Methoden ist je- 

20 doch die „Angehrate xx der aus Humangewebe isolierten Zel- 
len sehr gering. Bei manchen Tumorarten ist eine Zellkul- 
tivierung bisher nicht gelungen. Diese Problematik ist 
zum einen dadurch begriindet, daii die das Tumorgewebe um- 
gebenden Normalzellen und/oder die das Tumorgewebe infil- 

25 trierenden Bindegewebszellen als erste wachsen und so die 
Tumorzellen, die fur die Untersuchungen gewonnen werden 
sollen, uberwachsen und am Wachstum hindern. Eine erfolg- 
reiche Kultivierung von Krebszellen wird daruber hinaus 
durch vielfaltige Kontaminationen, insbesondere mit Bak- 

30 terien oder Pilzen, verhindert. 

Die bisher fur die Kultivierung von Tumorzellen verwende- 
ten Zellkulturmedien, wie RPMI 1640, Basal Medium Eagle, 
35 ISCOVE's, Medium 199 f Leibovitz L-15. u.a., sind nicht in 
der Lage, das Wachstum der Krebszellen in ausreichendem 
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Malie zu fordern bzw. das der Normalzellen und bakteriel- 
len Kontaminanten zu verhindern. Der bisher ubliche un- 
kontrollierte Einsatz von Antibiotika wirkt zwar den ne- 
gativen Einfliissen der Kontaminanten entgegen, behindert 
aber gleichzeitig das Wachstum der Tumorzellen . 



Bei den bekannten Verfahren zur Kultivierung von Krebs- 
zellen erfolgt die Aufbereitung der aus Feinnadel- oder 
Stanzbiopsien gewonnenen Gewebeproben durch eine mecha- 
nisch-enzymatische Gewebe-Disaggregation, bei der der he- 
terogene, aus verschiedenen Schichten bestehende, die Ge- 
webeprobe bildende Stanzzylinder durch eine Feinzerklei- 
nerung als Ganzes in eine breiige Masse zerteilt und mit 
Hilfe von Enzymen in einzelne Zellen umgewandelt werden 
soli. Durch diese Feinzer kleinerung wird aber die hetero- 
gene Struktur der entnommenen Gewebeprobe zerstort und es 
erfolgt eine intensive Vermischung der Tumorzellen mit 
den Normalzellen und Kontaminanten. Zum einen wird die 
Vitalitat der Tumorzellen durch die Feinzerkleinerung be- 
eintrachtigt. Andererseits ist durch die Zerstorung der 
Heterogenic der Gewebeprobe der Probematerialbrei mit 
Normalzellen und Kontaminanten durchsetzt, so daB das 
Wachstum der Tumorzellen aus den oben genannten Grunden 
vermindert oder sogar vollstandig verhindert wird. Bei 
dieser Art der mechanisch-enzymatischen Gewebe- 
Desaggregation des Gesamtmaterials sind Aussagen uber die 
Struktur des Tumors nicht moglich. 



Bei den bisher bekannten Verfahren zur Vermehrung und 
Reinigung des aus einer Gewebeprobe gewonnenen Tumormate- 
rials wird die Zell vermehrung durch Transplantation des 
Tumormaterials auf eine Nacktmaus vorgenommen (Xeno- 
Transplantat) . Bei diesem Verfahren konnen zwar Angehra- 
ten des transplantierten Tumorgewebes von 50 % und gele- 
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gentlich auch mehr erreicht werden, jedoch vergehen - je 
nach Tumorart und Eigenschaf ten - mehrere Wochen oder gar 
Monate, ehe sich eine Zell vermehrung in vivo einstellt. 
Aufgrund des erheblichen Aufwands und der Zeitdauer haben 
Routinetests mit patientenindividuellen Primarzellen fur 
eine Verlauf skontrolle und pradiktive Zwecke bisher nicht 
Eingang in die klinische Anwendung gefunden. Aufgrund der 
langwierigen und oftmals vergeblichen Versuche zur Kulti- 
vierung des vom Patienten entnommenen Gewebematerials 
liegen die Tes tergebnisse viel zu spat vor, um in einem 
Routineverfahren aus den Versuchsergebnisse eine recht- 
zeitige Anderung des Therapieregimes vornehmen zu konnen . 
Neben dem hohen Zeitaufwand ist auch die erf order liche 
Durchfuhrung von Tierversuchen und der hohe Kostenauf wand 
nachteilig . 



Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein von 
Tierversuchen unabhangiges Verfahren zur Kultivierung von 
Krebszellen aus Humangewebeproben anzugeben, das in einem 
vergleichsweise kurzen Zeitraum von wenigen Tagen eine 
sichere Vermehrung von Tumorzellen aus einer Gewebeprobe 
gewahrleistet und reproduzierbare Aussagen uber die 
Struktur und die Malignitat des Tumors sowie Wachstums- 
und Strukturanderungen oder therapeutische Effekte zu- 
lattt. Ein weiteres Ziel der Erfindung besteht in der Be- 
reitstellung einer auf dem Verfahren beruhenden Vorrich- 
tung zur reproduzierbaren Aufbereitung von Gewebeproben 
sowie einem geeigneten Zellkulturmedium zur Vermehrung 
von Krebszellen in vitro. 



Erfindungsgemafi wird die Aufgabe mit einem Verfahren 
Kultivierung von Krebszellen gemafi den Merkmalen des 
tentanspruchs I gelost. 



zur 
Pa- 
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Der Grundgedanke der Erfindung besteht dabei darin, daJi 
d le Gewebeprobe in einem sequentiell-parallelen 
Schneidvorgang in eine Mehrzahl separater Gewebesegmente 
aufgeteilt wird und somit die auf der Grundlage von 
Kontaminanten, Norraalzellen und Tumorzellen heterogene 
Gewebeprobe bzw. deren Heterogenic ortlich aufgelost 
wird. Die Gewebesegmente werden dann jeweils separat wei- 
ter zerkleinert und die so gebildeten kleinen, separier- 
ten Gewebefragmente und -f lussigkeiten sowie die bei der 
sequentiell-parallelen Teilung der Gewebeprobe entstande- 
ne, ebenfalls jeweils separat gewonnene Gewebef lussigkeit 
werden in einem spezifischen Zell kult urmedium und unter 
ausgewahlten Kul turbedingungen kultiviert. Durch die ort- 
liche Auflosung der Gewebeprobe 

werden die Einflusse von in dieser vorhandenen Normalzel- 
len, die bei ublicher - mechanischer oder enzymatischer - 
Aufbereitung der Gewebeprobe ein Oberwachsen der Tumor- 
zellen bewirken, ausgeschaltet oder zuruckgedrangt . Glei- 
chermaften wird das Ausmafi von Kontaminationen, wie Pilze 
oder Bakterien, wesentlich reduziert bzw. erf orderliche 
Antibiotika, die die Vermehrung von Tumorzellen bekann- 
termaBen storen, konnen sparsam und gezielt eingesetzt 
werden, ohne sich auf die Krebszellenkult ivierung negativ 
auszuwirken . 



Das vorgeschlagene Verfahren wird in weiterer Ausbildung 
der Erfindung durch ein fur sehr geringe Gewebemengen ge- 
eignetes Zellkulturmedium in der im Anspruch 8 wiederge- 
gebenen Zusammenset zung sowie durch die im Anspruch 5 
hinsichtlich der Sauerstoff- und Kohlendioxidatmosphare, 
der Luftfeuchte und der Temperatur sowie der Verwendung 
einer Biomatrix dargelegten Kultivierungsbedingungen vor- 
teilhaft erganzt. Insgesamt werden somit Bedingungen ge- 
schaffen, unter denen das Wachstum der Krebszellen gefor- 
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dert und das der Normalzellen und Kontaminanten wesent- 
lich eingeschrankt oder sogar vollstandig ausgeschaltet 



wird . 



Weitere vorteilhafte Verf ahrensmerkmale ergeben sich aus 
den Unteranspriichen. So wurde beispielsweise gefunden, 
daJi die Tumorzellen in Anwesenheit von Erythrozyten, die 
unmittelbar von der Entnahmestelle der Gewebeprobe am Pa- 
tienten stammen, besonders schnell wachsen und eine hone- 
re „Angehrate» besitzen als Zellen, die nur im reinem 
Zellkulturmedium zum Wachstum gebracht werden. Daruber 
hinaus hat es sich als vorteilhaft erwiesen, wenn die Ge- 
webeprobe mindestens 2 Stunden, aber nicht langer als 24 
Stunden, bei etwa 4°C bis 12 °C in einem Zellkulturmedium 
aufbewahrt wird, urn bereits jetzt an das Zellkulturmedi- 
um, in dem spater die Vermehrung der Krebszellen erfolgen 
soil, angepaBt zu werden. Unter den aufgefuhrten Verfah- 
rensbedingungen ist eine Adhasion der Tumorzellen aus den 
aufbereiteten Gewebef ragmenten an einer Biomatrix in der 
Zellkulturflasche bereits nach 1 bis 12 Stunden zu ver- 
zeichnen, sofern eine dem Gewebeentnahmeart identische 
Kulturtemperatur eingestellt wird. 



Mit der vorliegenden und weiter unten in einem Ausfuh- 
rungsbeipiel detailliert beschriebenen Erfindung wird so- 
mit ein Verfahren zur Vermehrung von Tumorzellen in vitro 
angegeben, mit dem in einem vergleichsweise kurzen Zeit- 
raum bei alien Tumorarten eine Kultivierung von aus Hu- 
mangewebe gewonnenen Zellen mit einer „Angehrate" von 100 
% gelingt. Gegenuber der auf der Nacktmaus (Xeno- 
Transplantat) erzielten Zellvermehrung, bei der Angehra- 
ten von etwa 50 % erzielt werden, werden nicht nur Tier- 
versuche vermieden und Kosten gespart, sondern es ist 
auch eine drastische Verkurzung der fur die Vermehrung 
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des Zellmaterials benotigten Zeit zu verzeichnen, die ge- 
genuber einem Zeitraum von mehreren Wochen oder gar Mona- 
ten beim Tumorwachstum in vivo bei dem erf indungsgemafi 
vorgeschlagenen Verfahren in der Kegel bei lediglich 1 - 
10 Tagen liegt. 



Dadurch ist es erstmals moglich, Routineuntersuchungen 
fur die Verlaufskontrolle von Krebserkrankungen und fur 
pradiktive Zwecke ( Sensibilitatstest mit Strahlen, chemo- 
therapie, Hyperthermie) oder zur Fruherkennung von Resi- 
stenzen zur Ident if ikation neuer Antikrebswirkstof f e, als 
Erganzung fur zytologische Oder histopathologische Gewe- 
bebefunde und in der Grundlagenf orschung auf einfache und 
reproduzierbare Weise schnell und kos tenguns tig durchzu- 



f uhren . 



Nach einem weiteren Merkmal der Erfindung ist zur erfin- 
dungsgemali ortsauf gelos ten Aufbereitung der Gewebeprobe 
als entscheidende Voraussetzung fur die erfolgreiche 
Zellvermehrung eine Vorrichtung gemaB den Merkmalen des 
Anspruchs 9 vorgesehen. Diese Vorrichtung besteht zum ei- 
nen aus einem Schneidapparat zum sequent iell-parallelen 
Teilen der Gewebeprobe und zum anderen aus einem Zerklei- 
nerungsgerat zur weiteren Aufarbeitung der mit dem 
Schneidapparat hergestellten Gewebesegmente . Bei den in 
diesen Vorrichtungen durchgef iihrten Schneidvorgangen wer- 
den die jeweiligen Gewebestiicke und -f lussigkeiten, die 
von verschiedenen Stellen der heterogenen Gewebeprobe 
stammen, voneinander getrennt in der Vorrichtung gehalten 
und konnen somit selektiv ftir die Zellvermehrung einge- 
setzt werden. 
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Der Schneidapparat umfafit im wesentlichen eine in Kammern 
exngeteilte Auf f angschale mit einer auf dieser beweglich 
angebrachten Schneidplatte sowie einen Schneidmesserrah- 
men. In der Schneidplatte in vorgegebenen Abstanden aus- 
gebildete Schneidrinnen, die im Schneidbereich zur Auf- 
fangschale hin offen sind, liegen jeweils oberhalb einer 
Kammer. Im Schneidmesserrahmen sind Schneidmesser oder 
Schneiddrahte in einem Abstand angebracht, der mit dem 
zwischen den Schneidrinnen ubereinstimmt . Durch das 
Schneiden der auf der Schneidplatte liegenden Gewebeprobe 
]6Weils im Be ^eich einer Schneidrinne wird ein sauberes 
Abtrennen der Gewebesegmente erreicht, und gleichzeitig 
gelangen Reststucke und Gewebef lussigkeit in die unter- 
halb der Schneidrinne liegende Kammer. 



Zur weiteren Aufbereitung der Gewebesegmente ist ein Zer- 
kleinerungsgerat vorgesehen, das aus einer in Kammern ge- 
teilten Flussigkeits-Auf f angschale , einer auf dieser las- 
bar angebrachten Auf bereitungsplatte mit Vertiefungen zur 
Aufnahme der Gewebesegmente und einzelnen oder in einer 
Halteplatte drehbar und langsbeweglich angeordneten Dreh- 
stempeln mit an deren Stirnseite befestigten Messern be- 
steht. Mit diesem Gerat werden die zur Zellvermehrung 
letztlich eingesetzten kleinen Gewebef ragmente erzeugt . 
Die gleichfalls verwendbare, bei dem Schneidvorgang ent- 
stehende Gewebef lussigkeit gelangt uber in den Vertiefun- 
gen ausgebildete Locher in die jeweils darunterliegende 
Kammer in der Flussigkeits-Auf f angschale und wird eben- 
falls zur Zellvermehrung verwendet. 



Weitere Merkmale und vorteilhafte Weiterbildungen der er 
findungsgemafien Vorrichtung ergeben sich aus den ubrigen 
Unteransprtichen . 
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Em.Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung wird nachfolgend 
beschrieben, wobei hinsichtlich der Zellvermehrung in vi- 
tro auf die beigefugte Tabelle, in der die Zusammenset- 
zung des verwendeten Zellkulturmediums wiedergegeben ist 
und hinsichtlich der Aufarbeitung der Gewebeproben auf 
die beigefugte Zeichnung Bezug genommen wird. In der 
Zeichnung zeigen: 



Fig. 1 

eine auseinandergezogene perspektivische Ansicht einer 
Schneidvorrichtung zur erf indungsgemalien sequentiell- 
parallelen Aufbereitung einer Gewebeprobe; 

Fig. 2 

eine auseinandergezogene perspektivische Darstellung ei- 
ner Vorrichtung zur weiteren Aufbereitung der in der Vo 
rxchtung nach Fig. 1 herges tell ten Gewebesegmente fur di 
Zellvermehrung in vitro; 

Fig. 3 

eine Schnittansicht einer Auf f angschale langs der Linie 
B-B in Fig. 1; 

Fig. 4 

einen senkrechten Schnitt durch eine Schneidplat te im Be- 
reich einer Schneidrinne langs der Linie A-A in Figur 1; 
und 



Fig. 5 

eine Querschnittsansicht der Vorrichtung nach Fig. 2 in 
zusammengebautem Zustand. 



r- 
e 
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Die vom Patienten in Form einer Feinnadel-bzw . Stanz- 
Biopsie entnommene Gewebeprobe liegt als Gewebestanzzy- 
linder vor, kann aber auch ein nach anderen Verfahren ge- 
wonnenes kleines Gewebef ragment oder ein Gewebestiick un- 
terschiedlicher Form und Grofle sein. Die Gewebeprobe mit 
den an dieser haftenden, von der Entnahmestelle der Probe 
am Patienten stammenden Erythrozyten wird fur den Trans- 
port zum Untersuchungsort in einem Zellkulturmedium bei 
Temperaturen zwischen 2°C und 12°C aufbewahrt, und zwar 
fur einen Zeitraum von mindestens 2 Stunden, maximal je- 
doch 24 Stunden. In diesem Zeitraum werden mechanische 
Belastungen des Gewebestucks vermieden. Das Gewebestiick 
kann sich dabei bereits an das auch zur Zellvermehrung 
spater benutzte Zellkulturmedium mit gleicher Zusammen- 
setzung anpassen, wobei die oben angegebenen Temperaturen 
besonders gunstig sind. 



Die Aufarbeitung der Gewebeprobe fur die Zellkult i vierung 
erfolgt mit den in der Zeichnung dargestellten Vorrich- 
tungen . 



Die Vorrichtung zum sequent iell-parallelen Teilen der Ge- 
webeprobe in Abschnitte von bestimmter, vorgegebener Lan- 
ge und zum Separieren dieser Abschnitte bzw. von Bestand- 
teilen derselben umfaJit eine Auf f angschale 1, eine auf 
der Auffangschale 1 gehaltene Schneidplatte 2 und einen 
Schneidmesserrahmen 3. Die Schneidplatte 2 ist in funf 
Abschnitte gleicher Breite eingeteilt. In jedem Abschnitt 
befinden sich jeweils in unterschiedlichem Abstand ange- 
ordnete Schneidrinnen 4, die in ihrem mittleren Bereich 
zur Auffangsschale 1 hin of fen sind. Die Schneidrinnen 4 
sind in den funf Abschnitten jeweils im Abstand von 1 mm, 
2 mm, 3 mm, 5 mm und 1 mm angeordnet . In Langsrichtung 
der Schneidplatte ist in deren mittlerem Bereich eine 
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aufgerauhte Auf lagef lache 5 
liegende Gewebeprobe 6 bei e 
ren. In diesem Bereich sind 
ten of fen. Die Schneidplatte 
seiten der Auf f angschale 1 a 
7 verschiebbar gehalten. Die 
Schneidplatte 2 setzen sich 
rungsschienen fort . 



ausgebildet, um die darauf 
inem Schneidvorgang zu fixie- 
die Schneidrinnen 4 nach un- 

2 ist in zwei an den Langs- 
ngebrachten Fuhrungsschienen 

Schneidrinnen 4 in der 
in Einschnitten 8 in den Fuh- 



len 



Die Auffangschale 1 ist entsprechend den in der 
Schneidplatte 2 vorgesehenen Rinnenabschnitten durch 
Trennwande 12 in flinf Kanunern la - l e geteilt, wobei dc 
Schneidrinnen durch weitere Zwischenwande in den betref- 
fenden Kaxnmern la, lb, 1c und le jeweils Unter kanunern lal 
brs la9, Ibl bis lb4 , lei bis lc3 und lei bis le9 zuge- 
ordnet sind. Die Unterkammern sind zur exakten ortlichen 
Zuordnung der einzelnen Gewebeprobesegmente 6a oder Gewe- 
beprobenreste bzw. Gewebef lussigkeit entsprechend unter- 
schiedlich markiert. 



Der Schneidmesserrahmen 3 besteht aus einem Deckel oder 
Halterahmen mit an dessen Deckplatte befestigten Schneid- 
messern 10. Anstelle der Schneidmesser 10 konnen zwischen 
den Rahmenseiten auch Schneiddrahte gespannt sein. Die 
Schneidmesser 10 sind im gleichen Abstand wie die 
Schneidrinnen 4 in der Schneidplatte angeordnet. Der 
Schneidmesserrahmen 3 ist so dimensioniert bzw. die 
Schneidmesser 10 sind so angeordnet, dafl die Schneidele- 
mente liber bzw. i n den Schneidrinnen 4 und Einschnitten 8 
hin- und herbewegt werden konnen. Der Schneidmesserrahmen 
3 kann an einer Langsseite der Auffangschale 1 gelenkig 
befestigt sein, und zwar so, daii er in der auf der 
Schneidplatte 2 befindlichen Lage dennoch quer zur Gewe- 
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beprobe bewegt werden kann, um die Probe an den Schnitt- 
stellen sauber zu durchtrennen . 



In Abhangigkeit von der Lange der Gewebeprobe und dem ge- 
wiinschten Schnit tabs tand wird die Gewebeprobe 6 auf die 
aufgerauhte Auflage 5 der Schneidplatte 2 gelegt . Durch 
Hin- und Herbewegen des auf die Gewebeprobe gelegten 
(geklappten) Schneidmesserrahmens 3 wird das Praparat im 
Bereich der Schneidrinnen 4 durchtrennt. Beim Schneiden 
entstehende Flussigkeit fliefit liber die im Bereich der 
Auflageflache 5 der Schneidplatte 2 in den Schneidrinnen 
4 vorgesehenen Offnungen 4a in die jeweils darunter lie- 
gende Unterkammer . Die aufgefangene Flussigkeit kann 
ebenso fur die Zellvermehrung genutzt werden wie die ab- 
getrennten Probensegmente, die entweder auf der 
Schneidplatte 2 liegenbleiben oder durch die Offnung 4a 
in der Schneidrinne 4 in die darunterliegende Unterkammer 
fallen. 



Mit der beschriebenen Vorrichtung gemaG den Figuren 1,3 
und 4 konnen in den vorgegebenen Abmessungen prazise und 
gleichmafiige sowie glatte Schnitte ohne Beschadigung des 
Probenmaterials reproduzierbar ausgefuhrt werden. Die 
Zellvermehrung erfolgt somit aus einer entsprechend der 
Heterogenitat des dem Patienten entnommenen Gewebestucks 
durch die Segmentierung ortlich aufgelosten Gewebeprobe. 
Dadurch wird der storende Einflufi von Normalzellen und 
Kontaminanten auf das Wachstum der Tumorzellen zuruckge- 
drangt bzw. ausgeschaltet (Selektion) . Aufterdem kann auch 
die beim Schneiden der Gewebeprobe ortsauf gelost entste- 
hende Gewebeflussigkeit, die wichtige Stammzellen ent- 
halt, fur die Zellvermehrung genutzt werden. Im Ergebnis 
der sich an die unten beschriebene weitere Aufbereitung 
der Gewebeprobe anschlieflenden Zellvermehrung in vitro 
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konnen Aussagen uber die Struktur der heterogen ausgebil- 
deten Gewebeprobe, uber die Anordnung des Tumor kerns oder 
dxe Malignitat getroffen werden. SchlieiUich ist die Her- 
stellung der Probensegmente mit der jeweiligen Ortsaufl6- 
sung auch reproduzierbar , so daft verlaAliche Aussagen 
uber den Verlauf der Erkrankung oder die Wirkung thera- 
peutischer MaAnahmen getroffen werden konnen 



In exner Ausf tihrungsvariante der oben beschriebenen 
Schneidvorrichtung kann das Durchtrennen der Gewebeprobe 
auch mxt einem separaten Messerstempel (nicht darge- 
stellt) erfolgen, an dem die Schneidmesser oder Schneid- 
drahte xn einem Abstand angebracht sind, der mit dem zwi- 
schen den Schneidrinnen 4 ubereinstimmt. 



In den Figuren 2 und 5 ist eine Vorichtung zur weiteren 
Aufbereitung der ortsauf gelost zur Verfugung gestellten 
Probensegmente 6a oder von Rests tucken wiedergegeben . Bei 
dxeser Vorrichtung ist eine Flussigkeits-Auf f angschale 13 
durch senkrechte Trennwande 11 in mehrere Kammern 13a bis 
13e aufgeteilt. In zwei am oberen Rand der Flussigkeits- 
Auf f angschale 13 gegenuberliegend angebrachten Fuhrungs- 
schxenen 14 ist eine Auf bereitungsplatte 15 mit in dieser 
im Abstand eingeformten Vertiefungen 16 gehalten. Die 
Vertxefungen 16 weisen am Boden kleine Locher 17 auf. In 
der xn die Fuhrungsschienen 14 vollstandig eingeschobenen 
Lage der Auf bereitungsplatte 15 liegen die Vertiefungen 
16 newexls uber einer Kammer 13a bis 13e. Die zuvor abge- 
trennten Probensegmente 6a der Gewebeprobe 6 werden in 
dxe Vertiefungen 16 gelegt und mit an einem Drehstempel 
18 befestigten Drehstempelmesser 19 weiter zerkleinert 
Vorzugsweise sind 2 oder mehrere Drehstempelmesser 19 an 
der Stirnseite des Drehstempels angeordnet . Das Zerklei- 
nern der Probensegmente 6a erfolgt bei leichtem Druck und 
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gegebenenfalls gleichzeitigem Hin- und Herdrehen des 
Drehstempels 18. 



Wie Fig. 2 zeigt, konnen auch mehrere Drehstempel 18 in 
einer Halteplatte 20 drehbeweglich und heb- und senkbar 
gehalten sein. Der Abstand zwischen den Drehstempeln 18 
entspricht dem der Vertiefungen 16 in der Auf bereitungs- 
platte 15. 



Nach der weiteren Teilung der Probensegmente 6a stehen 
deren Teilstucke (Gewebef ragmente ) und die bei diesem 
Trennvorgang entstehende Gewebef lussigkeit , die uber die 
Lbcher 17 in den Vertiefungen 16 in die Kammern 13a bis 
13e gelangt, fur die Zell vermehrung zur Verfiigung. 



Die in den Figuren 1 bis 5 dargestellten Vorrichtungen 
zum ortsaufgelosten, sequentiell-parallelen Schneiden und 
weiteren Aufbereiten der Gewebeprobe bestehen aus einem 
bis 121°C bestandigen, zur Behandlung im Autoklav geeig- 
neten Material, vorzugsweise Teflon, Metall oder Plastik. 
Fur die Schneidmesser wird vorzugsweise Glas verwendet. 



Die einzelnen Teilstucke und die jeweilige Gewebef lussig- 
keit der ortsauf gelost hergestellten Probensegmente 6a 
werden nun separat in einzelne, mit dem gleichen Zellkul- 
turmedium, in dem sich bereits die dem Patienten entnom- 
mene Gewebeprobe 6 befand, gefullte Zellkulturf laschen 
eingebracht. Das verbleibende Zellkulturmedium, in dem 
die Gewebeprobe nach der Probenahme aufbewahrt wurde, 
wird ebenfalls in eine Zellkulturf lasche gefullt. Die 
Zellkulturflaschen sind jeweils mit einer Biomatrix, hier 
Collagen oder Polylysin beschichtet. Die Zusammenset zung 
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des hier fur die Zellvermehrung in vitro eingesetzten 
Zellkulturmediums ist in der nachf olgenden Tabelle wie- 
dergegeben : 

Anorganische Salze 

Ca(N ° 3) ^ 50 mg/L 

CaCl 2 . 2 H 2 0 132 mg/L 

Kcl 400 mg/L 

MgS0 4 • 7 H 2 Q 15Q mg/L 

NaC1 6400 mg/L 

NaHC0 3 o 1nn /T 

^100 mg/L 

Na 2 HP0 4 Anr . /T 

4 00 mg/L 



Aminos a. uren 

L-Arginin . 4 HC1 110 mg/L 

L-Asparagin (freie Base) 38 mg/L 

L-Asparaginsaure 23 mg/L 

L_C y stin 31 mg/L 

L-Glutaminsaure 2 5 mg/L 

L-Glutamin 296 mg/L 

Glycin 13 mg/L 

L-Histidin (freie Base) i 2 mg/L 

L-Hydroxyprolin 10 mg/L 

L-Isoleucin 38 mg/L 

L-Leucin 38 mg/L 

L-Lysin . HC1 35 mg/L 

L-Methionin 12 mg/L 

L-Phenylalanin 16 mg/L 

L - Prolin 22 mg/L 

L_Serin 26 mg/L 

L-Threonin 22 mg/L 

L-Try P to P han 5 mg/L 

L-Tyrosin 19 mg/L 

L ~ Valin 22 mg/L 

L-Alanin 10 mg/L 
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Vitamine 

Biotin n a /T 

0. 6 mg/L 

D-Ca-Pantothenat 0/ 7 mg/L 

Cholinchlorid 3/5 mg/L 

F ° ls ^ ure 1,0 mg/L 

i-Inositol 35/9 mg/L 

Nicotinamid lfQ mg/L 

Pyridoxal o HC1 1/0 mg/L 

Riboflavin 20 ^ g/L 

Thiamin o HC1 -. n mrt/T 

1 , U mg/L 

Para-Aminobenzoesauure 500 (ig/L 

Vitamin B 12 5 Mg/L 

NiaCln 25 jug/L 

Ascorbinsaure 50 Mg/L 

Folinsaure 6 ^ g/L 

Liponsaure 21 Mg/L 

Vitamin A (Acetat) 100 ^ g/L 

Pyridoxin o HC1 25 ^ g/L 

Niacinamid 25 Mg/L 

a-Tocopherolphosphat 10 |ug/L 



Weitere Komponenten 

D-Glucose 
Phenolrot 

Glutathion (reduziert ) 
Na-Pyrovat 
Epidermaler Wachstumsf aktor 
(Epidermal Growth Factor, EGF- 
rekombinant 250 ng/L 

Fotales Rinderserum (FBS) 12,5 % 

Insulin vom Rind ( Lyophilisat ) 8 mg/L (26 U/mg) 

Antibiotika nach Stand der Technik. 



1750 mg/L 
7 mg/L 
0 , 5 mg/L 
1 mM 
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Dxe mxt einer Biomatrix beschichteten Zellkulturf laschen 
mxt dem erf indungsgemaBen Zellkulturmedium und den in 
dxesem bef indlichen, nach dem zuvor beschriebenen Aufbe- 
rextungsverfahren hergestellten k l e i ne n Gewebef ragmenten 
bzw. der Gewebeflussigkeit warden anschlieUend in einen 
Brutschrank eingebracht und dort bei einer Temperatur 
zwischen 30°C und 36,5°C, einer Sauerstof f atmosphere von 
0,01 bxs 3 %, einer Kohlendioxidatmosphare von 0,1 bis 5 
% und einer Luftfeuchte von 100 % aufbewahrt. Die genaue 
Temperatur richtet sich nach der Temperatur, die bei der 
Entnahme der Gewebeprobe gemessen wurde . 



Bereits nach 1 bis 12 Stunden erfolgt eine Adhasion der 
Tumorzellen an das Biomatrixsubs trat in der Zellkultur- 
flasche. Etwa 24 Stunden nach der Erstetablierung der 
Kultur wird nach erfolgter Zelladhasion das in den Zell- 
kulturf laschen befindliche Medium gegen ein frisches 
Zellkulturmedium, das die gleiche Zusammensetzung wie das 
erste aufweist, ausgetauscht . Weitere Medienwechsel wer- 
den - je nach Prasenz von Kontaminanten - in der ersten 
Woche durchgefuhrt. Nachdem die Tumorzellen nach einer 
Ruhephase etabliert sind und sich vermehren, werden sie 
xn einen. von Antibiotika freien Medium gehalten. Darauf- 
hxn wird die Massenvermehrung initiiert. 



Durch die oben beschriebene fruhzeitige Teilung der Gewe- 
beprobe nach 2 bis 24 Stunden in separate Gewebesegmente 
bzw. noch kleinere Gewebef ragmente ist die Wahrschein- 
lxchkeit einer Kontamination und einer Massenvermehrung 
von Kontaminanten in den Kulturf laschen gering. Dennoch 
verexnzelt aufgefundene Kulturf laschen mit hoher Kontami- 
natxonsbelastung werden verworfen. Bei einer durch tech- 
nxsche Fehler bedingten starken Vermehrung von Normalzel- 
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10 



len, die 



zu einem Uberwachsen der Tumorzellen fiihren, 



kann auch eine Magnetseparation durchgefuhrt werden, wor- 
aufhxn unter den oben angegebenen Kulturbedingungen ein 
selektives Wachstum der malignen Zellen gewahrleistet 
ist . 
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Bezugszeichenliste 

1 Auffangschale 
lal bis lalO Unterkammern 
lbl bis lb5 Unterkammern 
lcl bis lc3 Unterkammern 
Id 

lei bis lelO Unterkammern 

2 Schneidplatte 

3 Schneidmesserrahmen 

4 Schneidrinnen 
4a Offnung in 4 

5 Auf lagef lache 

6 Gewebeprobe 
6a Probensegment 

7 Fuhrungsschiene 

8 Einschnitte 

10 Schneidmesser/Schneiddraht 

11 Trennwand 

12 Trennwand 

13 Fltissigkeitsauffangschale 
13a bis 13e Kammern 

14 Fuhrungsschienen 

15 Au ft>ereitungsplatte 

16 Vertiefungen 

17 Locher 
18 



e 



Drehstempel 

19 Drehstempelmesser 
20 



Drehstempel -Halteplatte 
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Patentanspriiche 



Verfahren zur Kultivierung von Krebszellen aus Human- 
gewebe fur molekularbiologische Reihenuntersuchungen, 
dadurch gekennzeichnet, dag eine Gewebeprobe (6) auf' 
der Grundlage ihrer heterogenen Struktur in bezug auf 
Tumorzellen, Normalzellen und Kontaminanten durch ei- 
ne sequent iell-parallele Teilung in Scheibensegmente 
ortlich aufgelost wird und die einzelnen Gewebepro- 
bensegmente separiert und weiter in Gewebef ragmen te 
geteilt werden und die gewonnenen kleinen, separier- 
ten Gewebef ragmente und Gewebef liissigkeiten der orts- 
aufgelosten Gewebeprobensegmente (6a) in einem be- 
stimmten Zellkulturmedium unter vorgegebenen Kultur- 
bedingungen selektiv zum Wachstum gebracht werden. 



2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

da£ die Gewebeprobe aus Feinnadel-, Aspirations- und 
intraoperativem Biopsien oder einer Resektatprobe ge- 
wonnen wird und zusammen mit den an der Gewebeprobe 
haftenden Erythrozyten aus dem Bereich der Entnahme- 
25 stelle der Probe an dem betreffenden Patienten vor- 

iibergehend in ein Zellkulturmedium eingebacht wird. 



Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
daS das Zellkulturmedium zur zwischenzeitlichen Auf- 
bewahrung der frischen Gewebeprobe mit dem Vermehrung 
der Tumorzellen vorgesehenen Zellkulturmedium iden- 
tisch ist. 



35 
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Verfahren nach Anspruch 2 und 3, dadurch gekennzeich- 
net, da6 die Gewebeprobe (6) zur Anpassung an das 
Zellkulturmedium in diesem mindestens 2 Stunden, je- 
doch nicht langer als 24 Stunden bei einer Temperatur 
zwischen 4°C und 12°C verbleibt . 



5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4 , dadurch 
gekennzeichnet, daS die aus den ortsauf gelosten Gewe- 
beprobensegmenten(6a) erzeugten Gewebef ragmente und - 
flussigkeiten separat in mit einer Biomatrix be- 
schichteten und mit dem Zellkulturmedium gefiillten 
Zellkulturflaschen unter einer Sauerstof f atmosphare 
von 0,01 bis 3 % und einer Kohlendioxidatmosphare von 
0,1 - 5 % sowie bei einer Luftfeuchte von 100 % und 
Temperaturen zwischen 30°C und 36,5°C kultiviert wer- 
den . 



Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 
daS eine bestimmte Zeit nach der Erstetablierung der 
Kultur und erfolgter Zelladhasion das Zellkulturmedi- 
um in der Kulturf lasche gegen ein neues, jedoch mit 
gleicher Zusammensetzung ausgetauscht wird. 



Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
dag das Zellkulturmedium in Abhangigkeit von der Pra- 
senz von Kontaminanten, wie Bakterien oder Pilze, bei 
gleichbleibendem oder verringertem Anteil an Antibio- 
tika ausgetauscht wird. 



Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das Zellkulturmedium aus anorga- 
nischen Salzen, namlich 
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Ca < N °3>2 10-100 mg/L 

CaCl 2 o 2H 2 0 80 _ 150 mg/L 

Kcl 200-1000 mg/L 

MgS0 4 o 7H 2 0 200-700 mg/L 
NaCl 



NaHC0 3 
Na 2 HP0 4 



3000-10000mg/L 
1500-4000 mg/L 
100-1000 mg/L; 



Aminosauren , naml ich 





10 


-500 


mg/L 


xj Ab^didgin irreie Base) 


10 


-500 


mg/L 




10 


-500 


mg/L 


L-Cvstin 


10 


-500 


mg/L 


L-Glutaminsaure 


10 


-500 


mg/L 


L-Glutamin 


10 


-500 


mg/L 


Glycin 


10- 


-500 


mg/L 


L-Histidin (freie Base) 


10- 


-500 


mg/L 


L - Hydroxyprol in 


10- 


-500 


mg/L 


L- Isoleucin 


10- 


-500 


mg/L 


L-Leucin 


10- 


-500 


mg/L 


L-Lysin o HCL 


10- 


■500 


mg/L 


L-Methionin 


10- 


-500 


mg/L 


L-Phenylalanin 


10- 


■500 


mg/L 


L-Prolin 


10- 


•500 


mg/L 


L-Serin 


10- 


500 


mg/L 


L-Threonin 


10- 


500 


mg/L 


L- Tryptophan 


10- 


400 


mg/L 


L- Tyros in 


10- 


500 


mg/L 


L-Valin 


10- 


500 


mg/L 


L-Alanin 


10- 


300 


mg/L 



Vitaminen, namlich 
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Dioc xn 


0, 01-10 


mg/L 


D-Ca-Pantothenat 


0, 01-10 


mg/L 


^noi lncnlorid 


0, 1-50 


mg/L 


t* oxsaure 


0, 01-10 


mg/L 


i-Inositol 


0 , 1-100 


mg/L 


Nicot inamid 


0, 01-10 


mg/L 


^yx laoxai ° hcl 


0, 01-10 


mg/L 


RiDorlavm 


0, 1-100 


J^g/L 


nnamin o riu.L 


0,1-50 


mg/L 


^ara -AminoDenzoesaure 


1-1000 


Hg/L 


vitamin B 12 


1-1000 


jag/L 


Niacin 


1-100 


ng/L 


Ascorbinsaure 


1-5000 




Folinsaure 


1-100 


uq/l 


Liponsaure 


1-100 


^g/L 


Vitamin A (Acetat) 


10-1000 


nrr / T , 


Pyridoxin o HC1 


1-100 


^g/L 


luacinainia 


1-100 


jig/L 


u. i ocopneroipnospnat 


0-1000 


Hg/L 


sowie 






D-Glucose 


100-5000 


mg/L 


rxicnoixOt 


0 , 1-1000 


mg/L 


Glutathion (reduziert) 


0, 01-10 


mg/L 


Na-Pyruvat 


0,1-50 


nM 


Epidermaler Wachstumsf akt 


or 




(Epidermal Growth Factor, 


EGF) 




-rekombinant 


1-3000 


ng/L 



Fotales Rinderserum (FBS) 

Insulin vom Rind (Lyophilisat ) 0,1-50 mg/L 



und Antibiotika zusammengesetzt ist. 
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Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens nach An- 
spruch 1, zur ortsauf gelosten Auf bereitung der Gewe- 
beprobe, gekennzeichnet durch einen Schneidapparat 
zum sequentiell-parallelen Zerteilen der Gewebeprobe 
(6) in einzelne, voneinander getrennte Gewebesegmente 
(6a) und der entsprechenden Schnittstelle zugehoriger 
Gewebeflussigkeit, bestehend aus einer in Kammern mit 
Unterkammern (lal bis lalO, lbl bis lb5, lcl bis lc3, 
Id und lei bis lelO) aufgeteilten Auf f angschale (1), 
einer auf dieser losbar gehaltenen Schneidplatte (2) 
mit zur Auf f angschale (1) hin teilweise offenen 
Schneidrinnen (4) sowie einem Schneidmesserrahmen (3) 
fiir Schneidmesser (10) , wobei die Anordnung der 
Schneidmesser (10) im Schneidmesserrahmen (3) mit der 
der Schneidrinnen (4) in der Schneidplatte (2) uber- 
einstimmt und jeder Schneidrinne (4) eine sich unter 
dieser befindenden einzelnen Unterkammer zugeordnet 
ist; sowie ein Zerkleinerungsgerat zur weiteren Auf- 
bereitung der ortsauf gelosten Gewebeprobensegmente 
(6a) , die eine in Kammern (13a bis 13e) aufgeteilte 
Flussigkeits-Auffangschale (13), eine auf dieser los- 
bar angebrachte Aufbereitungsplatte (15) mit Vertie- 
fungen (16) sowie Drehstempel (18) mit Drehstempel - 
messern (19) umfaSt, wobei die Vertiefungen (16) L6- 
25 cher (17) aufweisen und sich jeweils oberhalb einer 

Kammer (13a bis 13e) befinden und die Drehstempel 
(18) den Vertiefungen (16) zugeordnet sind. 



15 



20 



30 10. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
daS die Schneidplatte (2) eine senkrecht zu den 
Schneidrinnen (4) verlaufende und mittig angeordnete 
aufgerauhte Auf lagef lache (5) zur stabilen Lagerung 
der Gewebeprobe (6) aufweist. 
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Vorrichtung nach Anspruch 9 und 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die Schneidrinnen (4) im Bereich der 
Auflageflache (5) zu der darunterliegenden Dnterkam- 
mer hin of fen sind, so daS beim Schneiden gebildete 
Gewebeflussigkeit oder Gewebestucke getrennt in der 
jeweiligen Unterkammer aufgefangen werden. 



10 



12. Vorrichtung nach einem der Anspruche 9 bis 11, da- 
durch gekennzeichnet, daS die Breite der Schneidrin- 
nen (4) groSer als die Starke der Schneidmesser (10) 



ist 



15 



20 



25 



30 



13. Vorrichtung nach einem der Anspruche 9 bis 12, da- 
durch gekennzeichnet, daS die Schneidmesser (10) an 
einer Deckplatte des Schneidmesserrahmens (3) befe- 
stigt sind. 



14. Vorrichtung nach einem der Anspruche 9 bis 12, da- 
durch gekennzeichnet, daS die Schneidmesser (10) 
in dem Schneidmesserrahmen (3) verspannte Schneid- 
drahte bilden. 



15. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
daS die Schneidplatte (2) und die Aufbereitungsplatte 
(15) jeweils in Fuhrungsschienen (7 bzw. 14) an der 
Auf fangsschale (l) bzw. der Fliissigkeits- 
Auffangschale (13) gehalten sind, wobei in den Fuh- 
rungsschienen (7) fur die Schneidplatte (2) mit den 
Schneidrinnen (4) fluchtende Einschnitte (8) ausge- 
bildet sind. 
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16. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , 
daS die Drehstempel (18) in Bohrungen einer Drehsterr 
pel-Halteplatte (20) in senkrechter Richtung bewegba 
sowie drehbar angeordnet sind. 
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International application No. 
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Priority date (day/month/year) 
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International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
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JORDAN, Andreas 





This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of , 



. sheets, including this cover sheet. 



K7I This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
1^1 amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 



Basis of the report 
n Q Priority 

HI (ZI Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



IV □ 
V 

VI 
VII 
VIII 



Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



Date of submission of the demand 

18 September 2000 (18.09.00) 


Date of completion of this report 

08 June 2001 (08.06.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/DE00/00528 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
| [ theinternati nal application as originally filed 

^ the description: 

pages „ 

pages 

pages 



1-18 



, as originally filed 

, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



pages 


1-16 


. filed with the letter of 


02 March 2001 (02.03.2001) 


the drawings: 
pages 




1/2 


, as originally filed 


pages 






, filed with the demand 


pases 


in 


. filed with the letter of 


02 March 2001 (02.03.2001) 


| | the sequence listing part of the description: 
naees 




. as originally filed 


pages 






, filed with the demand 


pages 




. filed with the letter of 





2 With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
' the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 
These elements were available or furnished to this Authority in the following language _ _ wmcn is. 

[ | the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 

| | the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

[~| the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

contained in the international application in written form. 

filed together with the international application in computer readable form. 

furnished subsequently to this Authority in written form. 

furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 



been furnished. 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages „ 

I I the claims, Nos. 

I | the drawings, sheets/fig — 



□ This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
in this report as ''originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule /U.JO 
and 70. J 7). 

**Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item I and annexed to this report. 
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International application No. 
PCT/DE 00/00528 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement ^ 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-16 



1-16 



1, 8-16 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 



2-7 (see Box VIII, item 2) NO 



Citations and explanations 

The present claims can be acknowledged to be novel because 
the available prior art does not mention the sequential - 
parallel division of a tissue sample into disk- shaped 
segments. An inventive step also appears to be established 
because the available prior art does not propose dividing 
and at the same time separating the divided, that is to 
say broken-up, tissue fragments in order to prevent normal 
cells, which are also present, from overgrowing the tumour 
cells. 



Consequently, the present Claims 1-7 meet the requirement 
of PCT Article 33(2) and (3). The same applies to claims 
8-16, whose subject matter is also not described or 
suggested by the available prior art . 



Form PCTflPEA/409 (BoxV) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



luictimllDittil Mp|tlitnlitMt Uh 
PCT/DE 00/00528 



VH Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



No basis can be found in the original application 
documents for the amendments to the newly filed Claims 
and 2 . 



Form PCT/IPEA/409 (Box VII) (January 1 994) 



iNliMNMIONAL VkfiUMIMANV HAAMlNAtlUN «fcl»OMl 



llllNliiilliil|(|lli|i|i|lriilliilllln 



Vm Certain observations on (he international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. According to the present description (see page 1, 
last paragraph) , the cell culture media used until 
now in the prior art are not suitable for promoting 
the growth of cancer cells. Consequently, the use of 
the claimed cell culture medium (see page 13 , last 
paragraph to page 15 of the application) appears to 
be necessary in order to successfully carry out the 
claimed method for cultivating cancer cells. In this 
respect, the applicant is invited to note that all 
the features that are essential for carrying out an 
invention must be defined in the independent claims. 
Moreover, the method parameters indicated on page 
16, first paragraph, appear to be essential for 
carrying out the claimed method, that is for 
promoting the growth of cancer cells and suppressing 
the growth of normal cells and contaminants. 
Consequently, these features should also be included 
in the independent claims . 

2. Claim 2, and hence also Claims 3-7, which refer back 
to Claim 2, concern a surgical method. Consequently, 
these claims concern a subject matter which, in the 
opinion of the Examiner, falls under PCT Rule 
67.1(iv). As a result, no opinion is established 
with regard to the industrial applicability of the 
subject matter of these claims (PCT Article 

34(4) (a) (i) ) . 

3. The wording of Claim 1 is unclear: Claim 1 states 
that sequential -parallel separation is carried out, 
but leads to the breaking -up of the tissue sample? ! 

Form PCT/TPEA/409 (Box VIII) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/DE 00/00528 



VIH Certain observations n the internati nal application 

Moreover, the expression * sequential-parallel" does 
not appear to be a standard technical term. This is 
also true of the expression * spatially resolved". 
Consequently, the use of these expressions leads to 
an objection for lack of clarity (PCT Article 6) . It 
might be better to replace them by the expression 
* divided" (*auf geteilt" , in German) used on page 4 
of the description. 
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PCT 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders otter Anwalts 

GES-15 559 WO 


W p ITP nre siehe Mitteitung uber die Ubermittlung des Internationale n 
wci i cnt=> Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Pupkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 00/00528 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Mona t/Jahr) 

18/02/2000 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monavjanrj 

10/03/1999 



Anmelder 



JORDAN, Andreas 



Dleser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehdrde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen BOro ubermittelt. 

Dieser Internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _3 Blatter. 

\T\ DarOber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a Hinsichtiich der Sprache 1st die Internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

PI Die Internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behdrde eingereichten Obersetzung der internationalen 
1 — 1 Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 
b Hinsichtiich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die Internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
Q In der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

[ | zusammen mit der internationalen Anmeldung in computeriesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behdrde nachtraglfch In schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

| [ bei der Behorde nachtrflglich in computeriesbarer Form eingereicht worden ist. 

J"! Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schrittllche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der , 
— internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

P] Die Erklarung, daft die In computeriesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

2 - ED Bestlmmte AnsprOche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

3. Q Mangelnde Elnheitllchkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtiich der Bezeichnung der Erfindung 

|X| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| [ wurde der Wortlaut von der Behdrde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtiich der Zusammenfassung 

ryi wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

^ wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
(~1 Anmelder kann der Behorde innerhalb elnes Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
— Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verdffentlichen: Abb. Nr. — 1_ 



]□ wie vom Anmelder vorgeschlagen □ keinederAbb. 

[X] weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| [ weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktonzolchon 



00/00528 



A. KLASSIF1Z1ERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES nm /nA 

IPK 7 C12N5/08 C12M3/04 G01N1/06 C12N5/06 



Nach der Intornaltonalen Palentklasstfikalton (IPK) Oder nach der natlonalen Klassffikatton und der IPK 



8. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter MindestprGfstott (Klasslfikallonssyslem und Klassifikationssyrnbole ) 

IPK 7 C12N 



Recherchierte aber nicht zum MindestprOfstotf gehdrende Verdffentltchungen, sowelt dtese unter die recherchlerten Gebiete fallen 



Wahrend der mternationalen Recherche konsultierte eleklronische Dalenbank (Name der Datenbank und evil, verwendele Suchbegriffe) 

EPO-Internal , BIOSIS, WPI Data, PAJ 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie° Bezeichnung der Verdffentlichung, so weft erforderttch unter Angabe der In Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



p,x 



DE 199 12 798 C (JORDAN ANDREAS) 
17. Februar 2000 (2000-02-17) 
das ganze Dokument 

WO 97 23602 A (NESTLE SA ;BAUR MARK US 
(CH); MACE CATHERINE (CH); MALN0E ARMAND 
(C) 3. Jul1 1997 (1997-07-03) 
Seite 15, Zeile 8-31; Be1sp1el 6 

-/- 



1-16 



1,5-8 



Weltere Verdffentllchungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Slehe Anhang PatentfamHie 



B Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentltehungen 

'A' Verdffentlichung. die den allgemelnen Stand der Technik definiert, 
aber nicht ate besonders bedeutsam anzusehen 1st 

•E' alteres Dokument, das Jedoch erst am oder nach dem internationaten 
An me We datum ver6ffentlicht worden 1st 

V Verdffentlichung, die geeignet 1st, einen Priorftatsanspruch zweifettiaft er- 
scheinen zu lassen. oder durch die das Verdffentlichungsdatum ehier 
anderen im Recherchenbericht genannlen Verdffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhri) 

"O" Verdffentlichung, die sich auf etne mundHche Offenbarung, 

eine Benutzung, elne AussteNung oder andere Maftnahmen bezieht 
"P* Verdffentlichung, die vor dem intemationalen AnmeWedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum verSffentRcht worden ist 



•T Spatere Veroffentlichung <fie nach dem intemationalen AnmeWedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kolftdiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

•X" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann altein aufgnind dieser Verdffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"V Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verdffentlichung mit eineroder mehreren anderen 
Veroffentltehungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wind und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
Verdffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 

28. November 2000 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 



07/12/2000 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Mateo Rosel 1 , A.M. 
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Kategorie* I Bezeichnung der VerSftenlHchung. sowett erforderilch unler Angabe der In Betrachl kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



IMAGAWA W ET AL: "SERUM-FREE GROWTH OF 
NORMAL AND TUMOR MOUSE MAMMARY EPITHELIAL 
CELLS IN PRIMARY CULTURE- 
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF THE UNITED STATES, 
Bd. 79, Nr. 13, 1982, Seiten 4074-4077, 
XP000965632 
1982 

ISSN: 0027-8424 
das ganze Dokument 

PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 1995, no. 11, 

26. Dezember 1995 (1995-12-26) 

& JP 07 218398 A (SEITAI KAGAKU 

KENKYUSHO:KK), 

18. August 1995 (1995-08-18) 
Zusammenfassung 

WO 95 24464 A (BAXTER INT ;UNIV 
NORTHWESTERN (US)) 
14. September 1995 (1995-09-14) 
Zusammenfassung; Abbildungen 1,2 

DE 43 34 281 A (DORNHAN MASCHF GMBH) 
13. April 1995 (1995-04-13) 
Anspruche 1,2; Abbildungen 1-3 

US 5 985 290 A (LEVITSKY HYAM I ET AL) 
16. November 1999 (1999-11-16) 
Selte 5, Zelle 15 -Selte 6, Zeile 19 
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DIE INTERNATIONALE ZU3KMMENARBEIT AUF DEM 
GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONAL^ VORLAUFIGER PRUFUN 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 




Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
GES-15 559 WO 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE00/00528 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Mitteiiung uber die Ubersendung des intemationalen 
vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 



Internationales Anme\6e6aXumCTag/Monat/Jahr) 
18/02/2000 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
10/03/1999 



Internationale Patentklassifikation (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N5/08 



Anmelder 

JORDAN, Andreas 



1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behdrde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 6 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

S AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT) 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 8 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I ^ Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

□ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

□ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

S Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 

gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

^ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

^ Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 

S Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



III 

IV 
V 

VI 
VII 
VIII 



Datum der Einreichung des Antrags 



18/09/2000 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
08.06.2001 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prutung beauftragten Behdrde: 
Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. 449 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 

SCHEFFZYK, I 

Tel. Nr. +49 89 2399 8602 




Formblatt PCT/I PEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE00/00528 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 bin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weii sie keine Anderungen enthaften (Regeln 70. 16 und 70.17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1 -1 8 urspriingliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-16 eingegangen am 02/03/2001 mit Schreiben vom 28/02/2001 
Zeichnungen, Blatter: 

1/2 ursprungliche Fassung 

2/2 eingegangen am 02/03/2001 mit Schreiben vom 28/02/2001 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daG das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daf3 die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
"PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/DE00/00528 

4. Aufgruncl der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und d r 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 

Erf inderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1,8-16 

Nein: Anspruche 2-7: siehe Sektion VIII/2). 

2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Bei blatt 

VI. Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

1 . Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 
und / oder 

2. Nicht-schriftliche Offenbarungen (Regel 70.9) 
si he Beiblatt 

VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daB die internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
si h B iblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Juli 1998) 



1NTERNATJONALER VORLAUHGER 

TPRUFUNGSBERDCHT Internationales Aktenzeichen PCT/DE00/00528 



VIII. Bestimmfe B m rkungen zur internati nalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen Oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 3) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE00/00528 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



SEKTION V 

Neuheit vorliegender Anspruche kann anerkannt werden, denn eine sequentiell- 
parallele Teilung einer Gewebeprobe in Scheibensegmente wird im zur Verfugung 
stehenden Stand der Technik nicht erwahnt. Auch scheint das Vorliegen einer 
erfinderischen Tatigkeit gegeben zu sein, denn eine Aufteilung und zugleich eine 
Separierung der aufgeteilten, d.h. aufgelosten, Gewebesegmente um ein 
Uberwachsen der Tumorzellen von ebenfalls vorhandenen Normalzellen 
weitgehend zu vermeiden wird im zur Verfugung stehenden Stand der Technik 
nicht vorgeschlagen. 

Demnach erfullen vorliegende Anspruche 1-7 die Erfordernisse des Art. 33(2)(3) 
PCT. Das gleiche gilt auch fur Anspruche 8-16, deren Gegenstand im zur 
Verfugung stehenden Stand der Technik auch nicht beschrieben oder nahegelgt 
wird. 

SEKTION VI 

DE-A-199 12 798 



SEKTION VII 

Fur die in den neu-eingereichten Anspruchen 1 und 2 durchgefiihrten Anderungen 
ist keine Basis in den ursprunglichen Anmeldungsunterlagen zu finden (Art. 
34(2)(b) PCT). 

SEKTION VIII 

1). GemaG vorliegender Beschreibung (siehe Seite 1 , letzter Absatz) sind die im 
Stand der Technik bisher verwendeten Zellkulturrnedien nicht geeignet das 
Wachstum der Kreszellen zu fordern. Demnach scheint die Verwendung des 
erfindungsgemaBen Zellkulturmediums (siehe Seite 13, letzter Absatz bis Seite 15 
der Anmeldung) zur erfolgreichen Durchfuhrung des beanspruchten Verfahrens 
zur Kultivierung von Krebszellen erforderlich zu sein. Diesbezuglich wird die 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE00/00528 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Anmelderin darauf hingewiesen, dass alle Merkmale, die zur Durchfuhrung einer 
Erfindung wesentlich sind in den unabhangigen Anspruchen definiert werden 
mussen. Desweiteren scheinen die auf der Seite 16, erster Absatz angegebenen 
Verfahrensparameter zur Durchfuhrung des beanspruchten Verfahrens, d.h. 
Wachstum der Krebszellen fordern und das der Normalzellen und Kontaminanten 
unterdrucken, wesentlich zu sein. Demnach sollten auch diese Merkmale in den 
unabhangigen Anspruchen aufgefuhrt sein. 

2) . Anspruch 2 und demnach aufgrund des Ruckbezugs zu Anspruch 2 auch 

Anspruche 3-7 umfassen ein chirurgisches Verfahren. Demnach umfassen diese 
Anspruche einen Gegenstand, der nach Auffassung dieser Behorde unter die 
Regel 67.1 (iv) PCT fallt. Daher wird uber die gewerbliche Anwendbarkeit des 
Gegenstands dieser Anspruche kein Gutachten erstellt (Artikel 34(4) a) (i) PCT). 

3) . Der Wortlaut des Anspruchs 1 ist unklar: es erfolgt eine sequentiell-parallele 

Teilung . die gemaB Anspruch 1 jedoch zu einer Auflosung der Gewebeprobe 
fuhrt?! Zudem scheint der Ausdruck "sequentiell-paraller in der Fachwelt kein 
ublicher Begriff zu sein. Das gleiche scheint auch fur den Ausdruck "ortsaufgelost" 
zu gelten. Demnach fuhrt die Verwendung dieser Begriffe zu Einwanden 
bezuglich mangelnder Klarheit (Art. 6 PCT). Deshalb sollte dieser Begriff eventuell 
durch den in der Beschreibung auf Seite 4 verwendeten Begriff "aufgeteilt" ersetzt 
werden. 
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Pa t en t anspruche 



1 Verfahren zur Kultivierung von Krebszellen aus Human - 
gewebe fur molekularbiologische Reihenuntersuchungen, 
dadurch gekennzeichnet, daS eine Gewebeprobe (6) auf 
der Grundlage ihrer heterogenen Struktur in bezug auf 

10 Tumorzellen, Normalzellen und Kontaminanten durch ei- 

ne seguentiell-parallele Teilung mechanisch in Schei- 
bensegmente ortlich aufgelost wird und die einzelnen 
Gewebeprobensegmente separiert und weiter in Gewebe- 
fragmente geteilt werden und die gewonnenen kleinen, 

15 separierten Gewebef ragmente und Gewebef liissigkeiten 

der ortsauf gelosten Gewebeprobensegmente (6a) in ei- 
nem bestimmten Zellkulturmedium unter vorgegebenen 
Kulturbedingungen bei Unterdrtickung des s tor end en 
Einflusses von Normalzellen und Kontaminanten selek- 

2 0 tiv zum Wachstum gebracht werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
da£ die Gewebeprobe aus Feinnadel-, Aspirations- und 
intraoperativem Biopsien oder einer Resektatprobe ge- 

25 wonnen wird und zusammen mit den an der Gewebeprobe 

haf tenden Erythrozyten aus dem Bereich der Entnahme- 
stelle der Probe an dem betreffenden Patienten bis 
zur Herstellung der Gewebef ragmente in ein Zellkul- 
turmedium eingebracht wird. 

30 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
dafi das Zellkulturmedium zur Aufbewahrung der fri- 
schen Gewebeprobe mit dem zur Vermehrung der Tumor- 

35 zellen vorgesehenen Zellkulturmedium identisch ist. 
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Verfahren nach Anspruch 2 und 3, dadurch gekennzeich- 
net, daS die Gewebeprobe (6) zur Anpassung an das 
Zellkulturmedium in diesem mindestens 2 Stunden, je- 
doch nicht langer als 24 Stunden bei einer Temperatur 
zwischen 4°C und 12°C verbleibt . 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die aus den ortsauf gelosten Gewe- 
beprobensegmenten ( 6a) erzeugten Gewebef ragmen te und - 
f liissigkeiten separat in mit einer Biomatrix be- 
schichteten und mit dem Zellkulturmedium gefiillten 
Zellkulturf laschen unter einer Sauerstof f atmosphare 
von 0,01 bis 3 % und einer Kohlendioxidatmosphare von 
0,1 - 5 % sowie bei einer Luftfeuchte von 100 % und 
Temperaturen zwischen 30°C und 36 / 5°C kultiviert wer- 
den. 

Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 
daS eine bestimmte Zeit nach der Erstetablierung der- 
Kultur und erfolgter Zelladhasion das Zellkulturmedi- 
um in der Kultur flasche gegen ein neues, jedoch mit 
gleicher Zusammensetzung ausgetauscht wird. 

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
daS das Zellkulturmedium in Abhangigkeit von der Pra- 
senz von Kontaminanten, wie Bakterien oder Pilze, bei 
gleichbleibendem oder verringertem Anteil an Antibio- 
tika ausgetauscht wird. 
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8. Zellkulturmedium zur Durchfiihrung des Verfahrens nach 
den Ansprtichen 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet , dass 
es aus anorganischen Salzen, namlich 



c 
D 




10-100 


mg/L 




/^-i^l a OH O 


80-150 


mg/L 




KC1 


200-1000 


mg/L 




MgbU d • / r± 2 U 


150-700 


mg/L 




NaCl 


3000-10000mg/L 


10 


NaHCO a 


1500-4000 mg/L 




Na 2 HP0, 




iiiy / i~t f 




Aminosauren, namlich 






15 










L-Argmin • 4 HC1 


1 0-500 


nig /Tj 




L-Asparagm (freie Base) 


IU-jUU 


nig /L 




L-Asparaginsaure 


10-500 


ing / L 




L-Cystin 


10-500 


rncr / L 


20 


L-Glutaminsaure 


10-500 


mg /L 




L-Glutamin 


1U-DUU 


mg / Lt 




Glycin 


10-500 


mg/L 




L-Histidin (freie Base) 


. 10-500 


mg/L 




L - Hy droxypro 1 in 


10-500 


mg/L 


Z b 


L— Isoleuc in 


10-500 


mg/L 




L-Leucin 


10-500 


mg/L 




L-Lysin • HCL 


10-500 


mg/L 




L-Methionin 


10-500 


mg/L 




L-Phenylalanin 


10-500 


mg/L 


30 


L-Prolin 


10-500 


mg/L 




L-Serin 


10-500 


mg/L 




L-Threonin 


10-500 


mg/L 




L-Tryptophan 


5-400 


mg/L 




L-Tyrosin 


10-500 


mg/L 


35 


L-Valin 


10-500 


mg/L 




L-Alanin 


10-300 


mg/L 
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Vitaminen, namlich 





Biotin 


n n i in 


mgVL 


5 


D-Ca-Pantothenat 


n n i in 


ItlCf /Li 




Cholinchlorid 


n i c n 
U , I~ jU 


rng/Li 




Folsaure 


n n i in 
U , Ul-IU 






i-Inositol 


0 , 1-100 


mg/L 




Nicotinamid 


0 , 01-10 


mg/L 


10 


Pyridoxal • HCIj 


0 , Ul-IU 


mg /Li 




Riboflavin 


0 , 1-100 






Thiamin • HCL 


0, 1-50 


mg/L 




Para-Aminobenzoesaure 


1-1000 


Jig/L 




Vitamin B 12 


1-1000 


**g/L 


15 


Niacin 


1-100 


fig/L 




Ascorbinsaure 


1-5000 


jxg/L 




Folinsaure 


1-100 


M-g/Ii 




Liponsaure 


1-100 


^tg/Lr 




Vitamin A (Acetat) 


10-1000 


ng/L 


20 


Pyridoxin • HC1 


1-100 


jig/L 




Niacinamid * 


i i nn 


Jig / ll 




a- To c ophe r o Ipho spha t 


0-1000 






sowie 






25 










D-Glucose 


100-5000 


mg/L 




Phenolrot 


0,1-1000 


mg/L 




Glutathion (reduziert ) 


0, 01-10 


mg/L 




Na-Pyruvat 


0, 1-50 


nM 


30 


Epidermal er Wachs turns faktor 






(Epidermal Growth Factor, 


EGF) 






- r ekombinan t 


1-3000 


ng/L 



F6 tales Rinder serum (FBS) 

Insulin vom Rind (Lyophilisat ) 0,1-50 mg/L 

35 

und Antibiotika zusammengesetzt ist. 
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Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens nach An- 
spruch 1, zur ortsauf gelosten Aufbereitung der Gewe- 
beprobe, gekennzeichnet durch einen Schneidapparat 
zum sequentiell-parallelen Zerteilen der Gewebeprobe 
(6) in einzelne, voneinander getrennte Gewebesegmente 
(6a) und der entsprechenden Schnittstelle zugehdriger 
Gewebef liissigkeit , bestehend aus einer in Kammern mit 
Unterkammern (lal bis lalO, Ibl bis lb5, lcl bis lc3, 
Id und lei bis lelO) aufgeteilten Auf f angschale (1) , 
einer auf dieser losbar gehaltenen Schneidplatte (2) 
mit zur Auf f angschale (1) hin teilweise offenen 
Schneidrirmen (4) sowie einem Schneidmesserrahmen (3) 
fur Schneidmesser (10) , wobei die Anordnung der 
Schneidmesser (10) im Schneidmesserrahmen (3) mit der 
der Schneidrirmen (4) in der Schneidplatte (2) uber- 
einstimmt und jeder Schneidrinne (4) eine sich unter 
dieser befindenden einzelnen Unterkammer zugeordnet 
ist; sowie ein Zerkleinerungsgerat zur weiteren Auf- 
bereitung der ortsauf gelosten Gewebeprobensegmente 
(6a) , die eine in Kammern (13a bis 13e) aufgeteilte 
Flussigkeits-Auff angschale (13), eine auf dieser los- 
bar angebrachte Aufbereitungsplatte (15) mit Vertie- 
fungen (16) sowie Drehstempel (18) mit Drehstempel- 
messern (19) umfaSt, wobei die Vertiefungen (16) Lo- 
cher (17) aufweisen und sich jeweils oberhalb einer 
Kammer (13a bis 13e) befinden und die Drehstempel 
(18) den Vertiefungen (16) zugeordnet sind. 

Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
da£ die Schneidplatte (2) eine senkrecht zu den 
Schneidrirmen (4) verlaufende und mit tig angeordnete 
aufgerauhte Auf lagef lache (5) zur stabilen Lagerung 
der Gewebeprobe (6) aufweist. 
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11. Vorrichtung nach Anspruch 9 und 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die Schneidrinnen (4) im Bereich der 
Auf lagef lache (5) zu der darunterliegenden Unterkam- 
mer hin offen sind, so da£ beim Schneiden gebildete 
Gewebef liissigkeit oder Gewebestiicke getrennt in der 
jeweiligen Unterkammer aufgefangen werden. 



12. Vorrichtung nach einem der Anspruche 9 bis 11, da- 
durch gekennzeichnet, daS die Breite der Schneidrin- 
nen (4) grofier als die Starke der Schneidmesser (10) 
ist . 



15 



13. Vorrichtung nach einem der Anspruche 9 bis 12, da- 
durch gekennzeichnet , dafi die Schneidmesser (10) an 
einer Deckplatte des Schneidmesserrahmens (3) befes- 
20 tigt sind. 



14. Vorrichtung nach einem der Anspruche 9 bis 12, da- 
durch gekennzeichnet, daS die Schneidmesser (10) 
25 in dem Schneidmesserrahmen (3) verspannte Schneid- 

drahte bilden. 



15. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , 
30 dafi die Schneidplatte (2) und die Aufbereitungsplatte 

(15) jeweils in Fiihrungsschienen (7 bzw. 14) an der 
Auf f angsschale (1) bzw. der Fliissigkeits- 
Auf f angschale (13) gehalten sind, wobei in den Fiih- 
rungsschienen (7) fur die Schneidplatte (2) mit den 
35 Schneidrinnen (4) fluchtende Einschnitte (8) ausge- 

bildet sind. 
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16. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , 
da£ die Drehstentpel (18) in Bohrungen einer Drehstem- 
5 pel-Hal teplatte (20) in senkrechter Richtung bewegbar 

sowie drehbar angeordnet sind. 



10 



15 



20 



25 



30 



35 
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ri Application No 

DE 00/00528 



A. CLASSIRCATION OF SUBJECT MATTER . 

IPC 7 C12N5/08 C12M3/04 601N1/06 



C12N5/06 



According to International Patent Classification flPC) or to both national classification and IPC 



R FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 C12N 



"Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 
Electronic data base consulted during the international search (name of data base and. where practical, search terms used) 

EPO-Internal , BIOSIS, WPI Data, PAJ 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ° Citation of document with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



p,x 



DE 199 12 798 C ( JORDAN ANDREAS) 
17 February 2000 (2000-02-17) 
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